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La prSsente invention concerne un polypeptide 
purif 16 ayant une activite de recepteur spdcif ique de 
1 ' interleukine 13 (IL-13), ses fragments biologiquement 
actifs et les sequences d'acides nucleiques correspondan- 
5 tes, et ses applications. 

L ' IL-13 est une cytokine de 112 acides aminds 
rdcemment identi f iee (1,2), secretde par des lymphocytes 
T activ&s, les lymphocytes B et les mastocytes aprds 
activation. 

10 De par ses nombreuses proprietes biologiques 

communes avec l'IL-4, 1' IL-13 a et£ decrite comme 6tant 
une cytokine "IL-4-like" . Ses activit6s sont en effet 
similaires a cel les de l'IL-4 sur les cellules B (3-5), 
les monocytes (6-10) et autres cellules non hdmatopol&ti- 
15 ques (11-12). En revanche, contrairement d l'IL-4, elle 
n'exerce pas d 'effet particulier sur des cellules T au 
repos ou activ6es ( 13 ) . 

Les diff£rentes activit6s biologiques de 
1' IL-13 sur les monocytes /macrophages, les lymphocytes 
20 B et certains prScurseurs h6matopoI6tiques ont 6t6 
dfecrites en detail par A.J. Minty, ainsi que dans des 
articles de revues sur 1' IL-13 (voir par ex. 14). Plu- 
sieurs donnees indiquent en outre que cette cytokine a 
un effet plexotrope sur d* autres types cellulaires. Ces 
25 cellules non-h6matopoI6tiques affect&es directement par 
1' IL-13 sont des cellules endoth&liales et microgliales, 
des kdratinocy tes , et des carcinomes de rein et de colon. 

Les activit&s anti-inf lammatoires et immuno— 
r&gulatrices de 1' IL-13 peuvent etre utiles par exemple 
dans le traitement des pathologies auto-immunes, turaora- 
les et virales. 

Une mise & profit de ces proprietfes biologi- 
ques au plan clinique necessite toutefois une parfaite 


30 



connaissance des signaux et mAcanismes par lesquels ces 
effets sont exercAs, de fagon £ pouvoir les controler et 
les moduler dans les pathologies concernAes. 

L'une des etapes dans 1* analyse du signal 
transmis par une molecule biologique au sein d'une 
cellule, consiste a identifier son rAcepteur membranaire . 
Les travaux realises £ cet effet sur l e recepteur de 
l'IL-13 ont montre que l'IL-13 et I'IL-4 avaient en 
conunun un recepteur, ou tout au moins certains des 
composants d'un complexe rAcepteur, ainsi que des 
616ments de transduction de signaux (15-18). Ce recepteur 
est present A la surface de diffArents types cellulaires 
en nombre variable selon le type cellulaire consider 6 ! 
La distribution comparative des rAcepteurs de l'IL-13 et 
de l’IL-4 a 6t6 indiquAe par A.J. Minty (14). 

Kondo et al. ( 19 ) ont dAcrit la structure 
d'un recepteur de haute affinity pour I'il- 4. Celui-ci 
est un dimAre, formA par 1 ' association d'une glycopro- 
tdine de 140 kDa (IL-4R) et de la chaine y du rAcepteur 
de l*lL-2 (ye). L'lL-4 peut se lier A la sous-unitA 
glycoprotAique de 140 kDa ( IL-4R ou gp 140) avec une 
bonne affinity (Kd comprise entre 50 et 100 pM) (15). 
Cependant, cette affinitA est augmentAe d'un facteur 2 
A 3, lorsque la chaine yc est associAe A la gp 140. 
Cette association est en outre nAcessaire a la transmis- 
sion de certains signaux mAdiAs par 1 ' IL-4 (19,20). 

Des experiences de competition croisee pour 
la liaison, soit de l'IL-13, soit de I'il- 4, ont dAmontrA 
que I'IL-4 peut normalement empecher la liaison de 1'IL- 
13, alors que l'IL-13 ne peut gAnAralement empecher que 
partiellement la liaison de I’IL-4 £ son rAcepteur 
(17,21), et ne se fixe sur aucune des deux sous-unit6s 
du recepteur de I'IL-4, ni sur le complexe forme par leur 
association. Sur la base de ces observations, les auteurs 
de la presente invention ont suppose que le recepteur 
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spdcifique de l’IL-13 dtait constitud du complexe 
rdcepteur IL-4 associe avec un autre composant liant 
l'IL-13. 

Des travaux realises sur une lignde cellu- 
5 laire drythroleucdmique capable de prolif drer en reponse 
d l'IL-13 et d l'IL-4 (lignde TF-1), leur ont permis de 
montrer que ces deux cytokines produisaient des evdne- 
ments intracellulaires similaires apres fixation sur leur 
rdcepteur (18). En paralldle , des experiences de pontage 
10 ( "cross-link" ) leur ont permis de montrer que la gp 140 

pouvait former des hdtdrodimdres soit avec la chaine y , 
soit avec une nouvelle sous-unitd, d’un poids moldculaire 
de 55 d 70 kDa (17,21). 

Compte tenu de 1 ' importance au plan medical 
15 de la comprehension fine des phfenomenes de regulation de 
l'IL-4 et de l'IL-13, et en particulier de la possibility 
de pouvoir sdparer et contrdler isoldment les effets 
prodults par l'une ou 1' autre de ces deux cytokines, les 
auteurs de la prdsente invention se sont intdressds d la 
20 caractdrisation de la sous-unity liant spycifiquement 
l'IL-13 au sein du complexe rycepteur commun d l'IL-4 et 
l'IL-13. 

Ceux-ci ont d prdsent identifid une lignde 
cellulaire de carcinome bumain exprimant le rdcepteur 
25 spycifique de l'IL-13 en quantity plus importante que 
d'autres ligndes de carcinome rdnal humaines connues 
( 21 ) , et ont rdalisd le clonage de la sous-unitd respon- 
sable de la fixation de l'IL-13 sur le complexe rdcepteur 
de 1' IL-4/IL-13. 

30 La prdsente invention concerne done des 

polypeptides purifies liant spycifiquement l'IL-13. 

Plus particulierement , 1 ' invention a pour 

objet un polypeptide purifie dont la sequence d'acides 
aminds correspond d celle d'un rdcepteur spdcifique de 
35 l'IL-13, ou des fragments biolog iquement actifs de celui- 
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ci. 

L' invention a egalement pour objet des 
sequences d'AON isoldes codant pour ledit polypeptide ou 
ses fragments biologiquement actifs. 

5 Elle vise en outre les vecteurs d' expression 

contenant au mo ins 1 ' une des sequences nucl6otidiques 
definies ci-dessus, et les cellules hdtes transfect6es 
par ces vecteurs d 1 expression dans des conditions 
permettant la replication et/ou 1' expression de l'une 
10 desdites sequences nucieot idiques . 

Les methodes de production du recepteur de 
l'lL-13 recombinant ou de ses fragments biologiquement 
actifs par les cellules hdtes transfect6es font egalement 
partie de 1 ' invention . 

15 L' invention comprend egalement des composi- 

tions pharmaceutiques comprenant le recepteur sp6cifique 
de l'IL-13 ou des fragments biologiquement actifs de 
celui-ci pour la regulation des mecanismes immunologiques 
et inf lammatoires produits par l'IL-13. Elle vise en 
20 outre une methode pour 1 ' identification d' agents capables 
de moduler l'activite du recepteur specif ique de l'IL-13, 
et 1 ' utilisation du recepteur de l'IL-13 ou de fragments 
de celui-ci pour le criblage de ces agents ainsi que pour 
la fabrication de nouveaux produits capables de moduler 
25 l'activite du recepteur de l'IL-13. 

L' invention comprend egalement des anticorps 
ou des derives d' anticorps specifiques du recepteur de 
l'IL-13. 

Elle vise enfin une methode de traitement 
30 therapeutique pour moduler les reactions immunologiques 
mediees par l'IL-13, comprenant 1 ' administration e un 
patient du recepteur specif ique de l'IL-13 ou d'un de ses 
fragments biologiquement act if ou d'un compose capable 
de moduler specifiquement l'activite de ce recepteur, en 
association avec un vehicule pharmaceutiquement accepta- 
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ble. 

Dans la description de 1* invention ci-apr6s, 
on utilise les definitions suivantes : 

- rdcepteur de l'IL-13 (IL-13R) : un polypep- 
5 tide comprenant la sequence d'acides aminds n ° 2 ou tout 

fragment ou ddrivd de celui-ci biologiquement actif ; 

- biologiquement actif : capable de se Her 
spdcif iquement 4 l'IL-13 et/ou de participer 4 la trans- 
duction du signal spdci f iquement produit par l'IL-13 au 

10 niveau de la membrane cellulaire, et/ou capable d'intera- 
gir avec le rdcepteur spdcifique de l'IL-4 (IL-4R/gp 140) 
pour former un complexe capable de lier l'IL-4 et l'IL- 
13, et/ou qui est reconnu par des anticorps spdcifiques 
du polypeptide de sequence SEQ ID n ° 2, et/ou capable 
15 d'induire des anticorps qui reconnalssent le polypeptide 
de sdquence SEQ ID n ° 2 ; 

- derive : tout polypeptide variant du 

polypeptide de sequence SEQ ID n s 2 ou toute moldcule 
resultant d'une modification de nature gdndtique et/ou 

20 chimique de la sequence SEQ ID n* 2, c'est-d-dire obtenue 
par mutation, ddldtion, addition, substitution et/ou 
modification chimique d'un seul ou d'un nombre limitd 
d'acides amines , ainsi que toute sequence isoforme, 
c'est-d-dire une sdquence identique 4 la sdquence SEQ ID 
25 n* 2, a l'un de ses fragments ou sequences modi f Ides , 
contenant un ou plusieurs acides aminds sous la forme 
d ' dnantiomdre D, lesdites sequences variantes, modifides 
ou isoformes ayant conserve au moins 1 ' une des propridtds 
les rendant biologiquement actives. 

30 La prdsente invention a pour objet un 

polypeptide purif id, comprenant une sequence d'acides 
aminds choisie parmi : 

a) la sdquence SEQ ID n° 2, 

b ) toute sequence biologiquement active 
35 ddrivde de SEQ ID n° 2, selon la ddfinition donnde 
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pr6cedenunent . 

La fabrication de derives peut avoir diffe- 
rents objectifs, dont en particulier celui d'augmenter 
l'affinite du recepteur pour l'IL-13, celui d'am61iorer 
5 ses taux de production, d'augmenter sa resistance a des 
proteases, de modifier son activite biologigue ou de lui 
conf6rer de nouvelles propriet6s pbarmaceutigues et/ou 
biologigues . 

Parmi des variants biologiguement actifs des 
10 polypeptides tels gue definis precedenunent , on prefere 
les fragments produits par epissage alternatif des trans- 
cripts ( ARN messagers ) du gene codant pour 1 ' une des 
sequences d ' acides amines decrites ci-dessus . 

Dans une variante avantageuse, les 8 acides 
15 amines C-terminaux du polypeptide de sequence SEQ ID n° 
2 sont substitu6s par les 6 acides amines suivants : 
nh 2 -vrcvtl-cooh . 

Selon un autre aspect avantageux, 1' invention 
vise une forme soluble de l'IL-13R comprenant notamment 
20 le domaine extra-cellulaire du polypeptide de sequence 
SEQ ID n° 2 s'etendant jusqu'au residu 343 et pr6f6ren- 
tiellement Jusqu'au rdsidu 337. 

Le polypeptide qui comprend la sequence SEQ 
ID n" 2 represente un mode de realisation particulier de 
25 1' invention. Conune cela apparaitra dans les exemples, ce 

polypeptide peut etre exprime e la surface de cellules 
humaines pour former un recepteur de l'IL-13 fonctionnel 
et s ' associer avec le recepteur de l'IL-4 pour former, 
avec la chaine y du recepteur de l'lL-2 le complexe 
30 r6cepteur commun a l'IL-4 et l'IL-13. 

La presente invention a 6galement pour objet 
une sequence d' acides nucieiques isoiee, choisie parmi: 

a) la sequence SEQ ID n' 1, 

b) les sequences d' acides nucieiques capables de s'hy- 

35 brider e la sequence SEQ ID n ° 1 et codant pour un 
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polypeptide ayant une activity de recepteur de 1'IL-13, 
c) les sequences d'acides nucldiques ddrivdes des sequen- 
ces a) et b) du fait de la ddgdndrescence du code gdndti- 
que. 

5 Plus particulidrement, 1' invention a pour 

objet une sequence codant pour la partie soluble de 
1 ' IL-13R et tout variant produit par dpissage alternatif 
des transcripts de l'IL-13R, conservant au raoins une des 
propridtds biologiques ddcrites. 

10 Un mode de realisation prdfdrd est repr6sent6 

par une sequence d ' acides nucleiques comprenant ou 
constitude par 1 ' enchainement de nucleotides s ' dtendant 
du nucleotide n° 1 Jusqu'au nucldotide 1081, et prdfdren- 
tiellement jusqu'au nucldotide 1063 sur la sequence SEQ 
15 ID n # 1. 

Avant ageu semen t, la sequence d'acides nuclei - 
ques selon 1 ' invention est une sequence codant pour une 
protdine correspondent d la forme mature du rdcepteur de 
l'IL-13, cette protdine mature dtant le rdsultat de la 
20 liberation du peptide signal. 

Les diffdrentes sequences nucldotidiques de 
1 ' invention peuvent etre d'origine artificielle ou non. 
II peut s'agir de sequences d'ADN ou d'ARN, obtenues par 
criblage de banques de sequences au moyen de sondes 
25 dlabordes sur la base de la sequence SEQ ID n° 1. De 
telles banques peuvent dtre prdpardes par des techniques 
classiques de biologie moldculaire, connues de l'bomme 
de l’art. 

Les sequences nucldotidiques selon 1 ' inven- 
30 tion peuvent dgalement etre prdpardes par syn these chimi- 
que, ou encore par des mdthodes mixtes incluant la 
modification chimique ou enzymatique de sequences 
obtenues par criblage des banques. 

Ces sequences nucldotidiques permettent la 
35 realisation de sondes nucldotidiques, capables de 
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s'hybrider specif iquemeivt avec une sequence d'acides nu- 
cleiques , y compris un ARN messager, codant pour un 
polypeptide selon 1' invention ou un fragment biologique- 
ment actif de celui-ci. De telles sondes font egalement 
5 partie de 1' invention. Elies peuvent etre utilisees conune 
outil de diagnostic IN VITRO pour la detection, par des 
experiences d 'hybridation, de transcripts specif iques des 
polypeptides de 1 ' invention dans des echantillons 
biologiques ou pouf la mise en evidence de syntheses 
10 aberrantes ou d' anomalies gdnetiques resultant d'un 
polymorphisms, de mutations ou d'un mauvais epissage. 

Les sondes de 1 ' invention comportent au 
minimum 10 nucleotides, et au maximum comportent la 
totalite de la sequence nucieotidique SEQ ID n'xl.-ou de 
15 son brin complements! re. 

Parmi les sondes les plus courtes, c'est-A- 
dire d ' environ 10 e 15 nucleotides, les conditions 
d ' hybridation appr opr fees correspondent aux conditions 
de temperature et de force ionique usuellement utilisees 
20 par l'homme du metier. 

Pr6f6rentiellement, les sondes de 1' invention 
sont marquees, prealablement e leur utilisation. Pour 
cela, plusieurs techniques sont e la portee de l'homme 
du metier (marquage fluorescent, radioactif, chimiolumi- 
25 nescent, enzymatique, etc). 

Les methodes de diagnostic IN VITRO dans les- 

quelles ces sondes nucieotidiques sont mises en oeuvre 
pour la detection de syntheses aberrantes ou d ' anomalies 
genetiques, telles que la perte d ' heterozygotie et le 
30 rearrangement g6n6tique, au niveau des sequences nuciei- 

ques codant pour un polypeptide recepteur de l'IL-13 ou 
un fragment biologiquement actif, sont incluses dans la 
presente invention . Un tel type de methode comprend : 

- la mise en contact d'une sonde nucl6otidi- 
35 que de 1 1 invention avec un echantillon biologique dans 
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des conditions permettant la formation d'un complexe 
d ' hybridation entre ladite sonde et la susdite sequence 
nuclEotidique, Eventuellement apres une etape prealable 
d ' amplification de la susdite sequence nucleotidique ; 

5 - la detection du complexe d ' hybridation 

eventuellement forme ; 

- Eventuellement le sEquengage de la sequence 
nucleotidique formant le complexe d ' hybridation avec la 
sonde de 1 1 invention . 

10 Les sondes d ' AONc de 1 ' invention sont en 

outre avantageusement utilisables pour la detection 
d ' anomalies chromosomiques . 

Les sequences nucleotidiques selon 1 ' inven- 
tion ont par ailleurs des utilisations dans le domaine 
15 therapeutique, pour la realisation de sequences antisens, 
utilisables en therapie genique. L 1 invention a ainsi pour 
objet des sequences anti sens capables d'inhiber, au moins 
partiellement, la production de polypeptides recepteurs 
de l'IL-13, tels que definis prEcEdemment . De telles 
20 sEquences sont avantageusement const ituEes par cel les qui 
constituent le cadre de lecture codant pour l'IL-13R au 
niveau du transcript. 

Elies sont plus particulierement utilisables 
dans le traitement des allergies et de 1 ' inflammation. 
25 Les sEquences nuclEotidiques selon 1 ' inven- 

tion peuvent par ailleurs etre utilisEes pour la produc- 
tion de polypeptides recombinants ayant une activitE de 
rEcepteur de l'IL-13, tels que prEcEdemment definis. 

Ces polypeptides peuvent etre produits E 
30 partir des sEquences nuclEotidiques definies ci— dessus, 
selon des techniques de production de produits recombi- 
nants connues de 1 ' homme du metier . Dans ce cas , la 
sEquence nuclEotidique utilisEe est placEe sous le 
contrdle de signaux permettant son expression dans un 
35 hote cellulaire. L'hote cellulaire utilisE peut etre 



choisi parmi des systemes procaryotes, conune les bacte- 
ries, ou eucaryotes, comme par exemple les levures, 
cellules d'insectes, CHO (cellules d'ovaires de hamster 
chinols) ou tout autre systeme avantageusement disponible 
dans le commerce. Un h6te cellulaire prefer 6 pour 
1 ' expression des polypeptides de 1 ' invention est consti- 
tu6 par la lignee f ibroblastique COS-7. 

Les signaux controlant 1' expression des poly- 
peptides (promoteurs, activateurs, sequences de terminai- 
son. . . ) sont choisis en fonction de 1'hSte cellulaire 
utilise. A cet effet, les sequences nucl&otidiques selon 
1 ' invention peuvent etre inserees dans des vecteurs S 
replication autonome au sein de l'hote choisi, ou des 
vecteurs integratifs de l'hote choisi. De tels vecteurs 
seront prepares selon les methodes couramment utilisees 
par l'homme du metier, et les clones en resultant peuvent 
etre introduits dans un hote approprie par des methodes 
standard, telles que par exemple 1 ' electroporation. 

Les vecteurs d' expression contenant au moins 
l'une des sequences nucieotidiques definies ci-dessus 
font egalement partie de la presente invention. 

Dans le cas des cellules COS-7 la transfec- 
tion peut etre realisee a partir du vecteur pSE-1, comme 
decrit dans ( 17 ) . 

L' invention vise en outre les cellules hdtes 
trans fee tees par ces vecteurs d ' expression. Ces cellules 
peuvent etre obtenues par 1 ' introduction dans des 
cellules h6tes d ' une sequence nucleotidique inseree dans 
un vecteur tel que defini ci-dessus, puis la mise en 
culture desdites cellules dans des conditions permettant 
la replication et/oa 1' expression de la sequence nucleo- 
tidique trans fectee. 

Ces cellules sont utilisables dans une 
m6thode de production d ' un polypeptide recombinant de 



sequence SEQ ID n c 2 ou derivee, mdthode elle-meme 
comprise dans la presente invention, et caracterisee en 
ce que 1 1 on cultive les cellules transfect^es dans des 
conditions permettant 1' expression d'un polypeptide 
recombinant de sequence SEQ ID n° 2 ou derivee, et que 
l'on recupere ledit polypeptide recombinant. 

Les proc&des de purification utilises sont 
connus de l’homme du metier. Le polypeptide recombinant 
peut etre purifie m partir de lysats et extraits cellu- 
laires, du surnageant du milieu de culture, par des 
methodes utilisees individuellement ou en combinaison, 
telles que le fractionnement, les methodes de chromato- 
graphie, les techniques d ' immunoaf finite d l'aide d' anti- 
corps mono ou polyclonaux specifiques, etc. 

Les anticorps mono ou polyclonaux capables de 
reconnaitre specif iquement le recepteur de l'IL-13 selon 
la definition donnee precedemment font egalement partie 
de 1' invent ion. Des anticorps polyclonaux peuvent dtre 
obtenus a partir du serum d ' un animal immunise contre le 
recepteur de l'IL-13 selon les modes op4ratoires usuels. 

Les anticorps monoclonaux peuvent etre 
obtenus selon la m&thode classique de culture d'hybrido— 
mes ddcrite par KOhler et Milstein (Nature (1975) p. 
195). 

Des anticorps avantageux sont des anticorps 
diriges contre le domaine extracellulaire du recepteur 
de l'IL-13. 

Les anticorps selon 1 ' invention sont par 
exemple des anticorps chim6riques, des anticorps humani- 
sms, des fragments Fab et F (ab' )2. Ils peuvent egalement 
se presenter sous forme d ' immunocon j ugues ou d' anticorps 
rosrqums. Par exemple, ils peuvent etre associes m une 
toxine, telle la toxine diphterique ou a un produit 
radioactif . Ces immunotoxines peuvent dans ce cas const!— 
tuer des agents therapeutiques utilisables pour le 
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traitement de certaines pathologies impllquant une 
surexpression du recepteur de l'IL-13. 

Les anticorps de 1' invention, en particulier 
les anticorps monoclonaux peuvent egalement etre utilises 
5 pour 1 ' analyse par immunocytochimie des recepteurs de 
l’IL-13 sur des coupes de tissus specif igues, par exemple 
par immunofluorescence, marquage a l'or, immmunoperoxyda- 
se. . . 

11s peuvent ainsi etre avantageusement mis en 
10 oeuvre dans toute situation ou 1 ' expression du r&cepteur 
de l'IL-13 doit etre observee (surexpression anormale, 
suivie de la regulation de 1 ' expression membranaire, 
etc. ) . 

L ' invention concerne done Egalement un 
15 proc6d& de diagnostic IN VITRO de pathologies cor relees 
a une expression anormale du recepteur de l'IL-13, a 
partir de pr61evements biologiques susceptibles de 
contenir le recepteur de l'IL-13 exprime a un taux 
anormal, caracterise en ce que l'on met en contact au 
20 moins un anticorps de 1 ' invention avec ledit prelevement 
biologique, dans des conditions permettant la formation 
eventuelle de complexes immunologiques specif iques entre 
le recepteur de 1 ' 1L-13 et le ou lesdits anticorps et en 
ce que l'on detecte les complexes immunologiques specif i- 
25 ques &ventuellement formes. 

L ' invention concerne egalement un kit pour le 
diagnostic IN VITRO d'une expression anormale du recep- 
teur de l'IL-13 dans un pr&l£vement biologique et/ou pour 
la mesure du taux d ' expression du recepteur de l'IL-13 
30 dans ledit prelevement comprenant : 

- au moins un anticorps specifique du recep- 
teur de l'IL-13, eventuellement fix& sur un support, 

- des moyens de revelation de la formation de 
complexes antigenes /anticorps specif iques entre le recep- 
teur de l'IL-13 et ledit anticorps et/ou des moyens de 
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quantification de ces complexes. 

Un autre objet de 1 ' invention concerne une 
methode pour 1 * identification et/ou l'isolement de 
ligands sp&cif iques du recepteur de 1'IL-13 ou d' agents 
5 capables de moduler son activite, caracterisde en ce que 
1 ' on met en contact un compost ou un melange contenant 
diff6rents composes, 6ventuellement non-identif i6s, avec 
des cellules exprimant a leur surface le recepteur de 
l'IL-13, dans des conditions permettant 1 ’ interaction 
10 entre le recepteur de l'IL-13 et ledit compost, dans le 
cas ou celui-ci possederait une affinite pour le r^cep- 
teur, et en ce que l'on detecte et/ou isole les composes 
li6s au recepteur de l'IL-13 ou ceux capables d'en 
moduler 1' activite biologique. 

15 Dans un mode particulier, cette m&thode de 

1' invention est adapt£e a 1 ' identification et/ou l'iso- 
lement d’agonistes et d ' antagonistes de l'IL-13 pour son 
recepteur . 

L' invention comprend egalement des composi- 
20 tions pharmaceut iques comprenant comme principe actif un 
polypeptide repondant aux definitions precedentes, pref6- 
rentiellement sous forme soluble, associe a un v&hicule 
pharmaceutiquement acceptable. 

Un tel polypeptide peut en effet agir en 
25 competition avec l'IL-13R exprime a la surface cellu- 
laire, et constituer de ce fait un antagoniste specif ique 
de la liaison de l'IL-13 a son recepteur, qui peut 
avantageusement Stre mis en oeuvre pour la synthase d'un 
medicament destine a moduler les reactions mddi&es par 
30 l'IL-13 dans des situations pathologiques . 

L* invention comprend enfin une m6thode de 
traitement thdrapeutique d' affections li&es 4 des 
reactions immunologiques. mediees par l'IL-13, comprenant 
1 ' administration a un patient du recepteur specif ique de 
35 l'IL-13 ( ou d'un de ses fragments biologiquement actif). 
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ou d'un compose capable d'en moduler sp6cifiquement 
1' activity biologique, en association avec un v&hicule 
pharmaceutiquement acceptable. 

5 D'autres caractferistiques et avantages de 

1 1 invention apparaissent dans la suite de la description 
avec les exemples et les figures dont les l&gendes sont 
represent 6es ci-apres. 

10 LE6ENDE DES FIGURES 

- Figure 1 : caractdrisation du r6cepteur IL- 
13R present dans les cellules Caki-1. 

a) analyse de Scatchard (cadre ins6r£) de la 
15 courbe de saturation de l’IL-13 marquee & l’[ l25 I] ; 

b) liaison de [ 12S I] [Phe43] -IL-13-GlyTyrGlyTyr 
en presence de concentration croissante d’IL-13 non 
marquee ( • ) et d'IL-4 (o); 

c) experiences de pontage ("cross-link") en 
20 utilisant de l'IL-13 radioactive en 1 ' absence (coul6e a) 

et en presence d'un excedent de 100 fois d'IL-13 non 
marquee (coulee b) ou d'IL-4 (coulee c) ; 

d) inhibition de la s6cr6tion d'IL-6 induite 
par 1'IL— 13 et 1 ' IL-4 en presence d'un anticorps monoclo— 

25 nal sp6cif ique de la chaine IL-4R et de 1 • antagoniste de 
IL-4, Y124DIL-4. 

- Figure 2 : Sequence nucl6otidique de l'ADNc 
de l'IL-13R, et comparaison des sequences protSiques de 

30 1 ' IL— 5R et de 1'IL-13R. 

a) sequence nucl^otidique de l'ADNc de 1'IL- 
13R. Les acides amines correspondent au peptide signal 
ddduit de la sequence nucl&ique sont indiqu&s en itali- 
ques et ceux corespondant au domaine transmembranaire 
sont indiqu6s en caracteres gras. Les sites de N-glyco- 
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sylation potentiels ( Asn-X-Ser/Thr ) sont soulignes ; 

b) alignement des acides amines des sequences 
de 1 ' IL— 13R et de l’IL-5R- Les sequences prot^iques de 
1 • IL-13R et IL-5R humains sont align&es conune d6crit 
5 pr6c6demment ( 22 ) . Les residus cysteine et le motif WSXWS 
caractdri s tiques de cette f ami lie de rfecepteurs sont 
encadres . 

- Figure 3 : Profils d' expression de l'ARNm 

10 de 1 ' IL-13R. 

L'ARN a ete prepare a partir des cellules 
suivantes : Caki-1 (coulee a), A431 (coulee b), TF-1 

(coulee c), U937 (coulee d), Jurkat (coulfee e) et IM9 

( coul6e f ) . 

15 

- Figure 4 : Caract^risation du rfecepteur 

recombinant de l'lL-13. 

Les cellules COS-7 sont transfect^es avec 
l'ADNc de l’IL-13R et utilises pour : 

20 a) des Etudes de liaison de l'IL-13 radiomar- 

qu6e (cadre insure), par analyse de Scatcbard de la 
courbe de saturation; 

b) des experiences de pontage en utilisant de 
l'IL-13 radiomarquee en absence (coulee a) et en presence 
25 d ' un exces de 100 fois d'IL-13 non marquee (coulee b) ; 

c-d) des experiences de cotransfection en 
utilisant l'IL-13R clone, l’IL-4R (gpl40) et la chaine 
V suivies par la liaison de l'IL-13 radiomarqu6e (c) ou 
de l'IL-4 (d). Les colonnes noires et blanches represen- 
30 tent respectivement la liaison specifique de l'IL-13 et 
de l'IL-4. 


- Figure 5 : Inhibition de la liaison de 
l'IL-13 sur 1 ' IL- 13R par la forme soluble du recepteur 
(IL-13Rs) en expression transitoire. 
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L' expression d'lL-13Rs dans le surnageant des 
cellules transfect^es par 2034 est testee par inhibition 
de la liaison de l'IL-13 sur les cellules transfect6es 
par l'IL-13R. Les surnageants sont testes bruts en les 
5 diluant de moiti6 dans le ligand iod6. 

BT : liaison totale 

NSB : liaison non sp&cif igue en presence d'un 
exces d’IL-13 non marquee 

2036 BT : liaison totale sur cellules trans- 

10 fect6es avec le 2036 

2036 + sgt 2034 : liaison sur cellules trans- 
fect&es avec le 2036 en presence de surnageant de 
cellules transfect£es avec le 2034. 

15 - Figure 6 : Inhibition de la liaison de 

l'IL-13 sur l'IL-13R par la forme soluble du recepteur 
(IL-13RS) sur des lign£es stables. 

T2036-22 : liaison totale sur le clone IL-13R 

(2036-22) 

20 2034-4 

2034-6 1 

2034-19 I 4 clones IL-13RS 

2034-21 

1274-20 : cellules CHO n'exprimant pas l'IL- 

25 13Rs . 


30 MATERIELS ET METHODES 


Experiences de liaison et de pontage : 

Les experiences de liaison et de pontage sont 
r6alis&es comme decrit pour [ 125 I] [Phe43] -IL-13-GlyTyrGly- 
Tyr ( 17 ) . 
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Induction de la secrdtion d'IL-6 : 

Les cellules Caki-1 (ATCC HTB46 ) sont mises 
dans des plaques de 24 puits d une density de 5 . 10 4 
cellules/puits et aprds 3 jours de culture des monocou- 
5 ches confluantes sont lavees trois fois avec du milieu 
DMEM sans serum de veau foetal . La stimulation des 
cellules Caki-1 est rdalisde avec 30 ng/ml d'IL-4 ou 
d'IL-13 en absence ou en presence de Y124DIL-4 ou d'un 
anticorps monoclonal anti-gpl40. La quantity d'IL-6 
10 libdrde dans le milieu de culture aprds 24 heures 
d' incubation est mesurde par une technique ELISA (Inno- 
test, France). 

Isolement et analyse de l'ADNc de 1'IL-13R : 

15 L'ARN total a dtd extrait des cellules Caki-1 

comme ddcrit prdcedemment (23). L'ARN poly(A) est Isold 
des ARN totaux avec des billes magnetiques recouvertes 
d’oligo(dT) 25 (Dynal) . Une banque d'ADNc con tenant 2.1 0 5 
clones a dtd construite en utilisant la procedure d' amor- 
20 ces adaptateurs (24) et le vecteur pSEl (25). La stratd— 
gie de clonage pour 1' expression qui a dtd utilisde a dtd 
ddcrite prdcedemment ( 17 ) . 

Obtention de l'ADNc de 1 ' IL-13R : 

25 Les echantillons d'ARN sont copids avec la 

reverse transcriptase et soumis d une PCR en utilisant 
une amorce sens correspondant d la sdquence + 52 a + 71 
et une amorce antisens correspondant a + 489 d + 470 (la 
numdration est faite sur la base de la sdquence de l'ADNc 
30 montree sur la figure 2). Les produits amplifids par PCR 
sont hybridds avec une sonde complementaire des sdquences 
+ 445 a + 461 de l'ADNc. Les marqueurs de taille sont 
indiques a la gauche de la figure. 
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Caracterisation des proprietes de l'IL-13R : 

Les cellules COS-7 sont transfectees dans des 
boites de P6tri comme deer it precedenunent (17) et 24 
heures plus tard les cellules sont trypsinis6es et mises 
en culture dans des plaques de 24 puits & une density de 
8.10 4 cellules/puits. Apres une culture de 48 heures A 
37 *C, les cellules sont utilis&es soit pour des experien- 
ces de liaison (des essais realises en triplicata 
montrent une variation de moins de 10 %) soit pour des 
experiences de pontage avec de l'IL-13 iod£e conune 
d6crit. Pour la transfection, les cellules COS-7 ont 6t6 
transfectees dans des plaques de 25 cm 2 en utilisant 0,6 
pg de differents plasmides. Apres 24 heures, les monocou- 
ches cellulaires sont trypsinisees et mises en culture 
dans des plaques e 12 puits A raison de 8.10 4 cellules/- 
puits. Trois jours plus tard, les experiences de liaison 
sont realisees avec de l'IL-13 marquee ou de l'IL-4. Les 
resultats sont representatifs d'au moins trois experien- 
ces realisees independamment . 


EXEMPLES 

EXEMPLE 1 : 

Analyse de 1* expression de 1' IL-13R & la 
surface des cellules Caki-1 

XI a recemment ete d6couvert que des cellules 
de carcinome renal humain exprimaient en plus des recep- 
teurs communs A l'IL-4 et a l'IL-13, un large exc6s de 
recepteurs specif iques de l'IL-13 (21).Sur la base de ces 
r6sultats, un echantillon de lignees cellulaires de 
carcinome humain a ete etudie pour la fixation de l'IL-13 
conune d6crit precedemment (17). Une lign6e particulifere, 
Caki-1 (ATCC HTB46), qui exprime un nombre particuliere- 
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ment important de sites de liaisons pour l'IL-13, a et6 
analysee plus en detail . Les courbes de Scatchard 
obtenues & partir d ' experiences de saturation montrent 
la presence de sites de liaison avec une Kd de 446±50 pM 
5 et une capacite de 7,2.10 4 recepteurs/cellule (figure 
la). Dans des experiences de competition, l'IL-13 non 
marquee deplace totalement l'IL-13 marquee d'une f agon 
dose dependante, alors que l'IL-4 deplace avec une haute 
af finite environ 10 % de l'IL-13 marquee. Des concentra- 
10 tions plus importantes d'IL-4 (sup6rieures e 100 nM) ne 
deplacent pas les 90 % restants d'IL-13 lide (figure lb). 

Ces resultats sont en concordance avec 
1’ existence de deux sites, l'un partage par les deux 
15 cytokines, 1 ' autre specif ique de l'IL-13. Les experiences 
de pontage par af finite de l'IL-13 montrent un complexe 
d' environ 70 kDa, qui coincide avec le complexe observe 
dans des experiences de pontage similaire avec l'IL-13 
dans differents types cellulaires (17,21). L'IL-13 

20 marquee est compietement deplac6e du complexe par l'IL-13 
mais pas par l'IL-4, ce qui est accord avec les experien- 
ces de competition (figure lc). 

25 EXEMPLE 2 : 

Analyse de la secretion d'IL-6 induite par 
l'IL-4 ou l'IL-13. 

Les auteurs de 1 ' invention ont analyse la 
secretion induite par l'IL-4 ou l'IL-13 sur des cellules 
30 Caki-1. Les deux cytokines induisent la secretion de 
niveaux similaires d'IL-6, et la secretion est inhibee 
par des anticorps specif iques de la chaine a de l'IL-4R 
et par 1 ' antagoniste Y124DIL-4 (figure Id). Ceci suggere 
que les r§cepteurs partages par les deux cytokines dans 
35 les cellules Caki-1 sont responsables de 1' induction de 
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la secretion d'IL-6. Des resultats similaires sont 
observes quand la phosphorylation du complexe proteique 
IRS1/4PS (18) induite par 1 ' IL-4 et l'IL-13 est analysfee 
en presence ou en absence d' anticorps anti-IL-4R et 
5 d ' antagoniste de l'IL-4. 

Ces r6sultats pris dans leur ensemble sugg6- 
rent que le complexe r6cepteur IL— 4/IL— 13 exprim6 dans 
les cellules Caki est identique & ce qui avait 6t6 pr6c6- 
demment d6crit et que la protdine liant l'IL-13 (IL-13R) 
10 qui est surexprimfee, est un composant du rScepteur res- 
ponsable de la reconnaissance de l'IL-13 dans un complexe 
fonctionnel qui inclut IL-4R. 

Ces cellules ont done 6t6 utilises comme 
source d'ARN messager pour le clonage de cette entity 
15 liant l'IL-13. 

EXEMPLE 3 : 

Clonage du r6cepteur de l'IL-13 

20 La strategie de clonage et d' expression qui 

a 6t6 utilisde a et6 pr6c6demment decrite ( 17 ) . Une 
banque d'ADNc contenant 2.10 5 clones recombinants a 6t6 
construite (24) a partir des cellules Caki-1 . La banque 
a divisfee en lots de 1000 ADNc, dont l'ADN de chaque 

25 lot sous forme de plasmide a 6t6 introduit dans des 
cellules COS-7 (26). La liaison d'IL-13 marquee aux 
cellules C0S-7 transfect^es permet d' identifier les lots 
de clones codant un r^cepteur de l’IL-13. Les lots 
positifs ont ete repartis et recribles jusqu'A l'identi- 
30 fication d'un clone unique capable de realiser la 
synth&se d'une proteine de surface cellulaire apte a lier 
l'IL-13. Deux ADNc de l'IL-13R independants ont ete 
finalement isol6s. La sequence nuclfeotidique complete de 
1 ' ADNc de l'IL-13R et la sequence d'acides amines qui en 
35 est deduite sont montr^es sur la figure 2a. L ' ADNc a une 
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longueur de 1 298 bases en excluant la queue poly-A et 
a une courte region non traduite en 3' de 106 bases. Un 
signal canonique de polyadenylation AATAAA se trouve a 
la place prdvue. Le cadre de lecture ouvert entre les 
5 nucleotides 53 et 1 192 definit un polypeptide de 380 

acides amin&s. La sequence code pour une prot&ine membra - 
naire avec un peptide signal potentiel, un seul domaine 
transmembranaire et une courte queue intracytoplasmique. 

Quatre sites de N-glycosilation potentiels 
10 sont localises dans la r&gion extracellulaire. II est 
important de noter que deux motifs consensus considerSs 
comme des signatures de la famille des r&cepteurs de 
cytokine de type II (27) sont aussi presents, le premier 
6tant d&rive d ' une structure en boucle de pont disulf ure 
15 N- terminal, le second 6tant le motif de type WSXWS 

localisd A 1 ' extremite C-terminale de la region extra 
cellulaire. La tr&s courte sequence cytoplasmique 
pourrait expliquer pourquoi c'est seulement le complexe 
r6cepteur partage par l'lL-4 et par l'lL-13 dans les 
20 cellules Caki qui transduit un signal dans la cellule. 

Des £tudes d ' alignement ddmontrent des 
homologies avec la chaine a de l'IL-5R humain (51 % de 
similar! te et 27 % d'identite, figure 2b) et & un degr£ 
moindre, avec le r^cepteur de la prolactine. IL est 
25 interessant de noter que le complexe IL-5R est constituS 
d'une chaine a qui lie l'IL-5 mais qui a besoin d'une 
autre proteine, la chaine 8 partag&e avec les recepteurs 
de l'IL-3 et du GM-CSF, pour former un recepteur de haute 
af finite qui est capable de transduire un signal (28). 
30 
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EXEMPLE 4 : 

Detection des ARN raessagers de l'IL-13R dans 
diffArentes lignees cellulaires 

5 De fagon surprenante, dans les cellules Caki- 

1 des quantit&s similaires d'ARN messagers de 1'1L-13R 
et IL-4R sont detectees par des analyses de northern bien 
qu'un large exces d'IL-13R soit exprimA. Cette observa- 
tion suggdre gu'il y a une plus forte traduction de cet 
10 ARNm par rapport au transcript de 1 ' IL-4R et expligue 
1' absence de detection de l'ARNm de 1'1L-13R dans les 
lignAes cellulaires exprimant un faible nombre de sites 
de liaison de l'lL-13. Des analyses par RT-PCR (figure 
3 ) montrent gue le transcript trouvd dans les cellules 
15 Caki-1 est aussi present A des degres inferieurs dans la 
lignAe keratinocytaire A431, les cellules premyeloldes 
TF-1, les cellules premocytiques U937, et la lignee 
cellulaire B 1M9. Aucun transcript n'est dAtecte dans la 
lign6e cellulaire T Jurkat ni dans la lignee cellulaire 
20 pr6-B NALM6. Ces rdsultats sont en accord avec des etudes 
de liaison de l'IL-13 sur ces memes lignees prAcddemment 
decrites par les auteurs de la presente invention (17), 
et avec les cibles biologigues connues de l'IL-13. 

25 

EXEMPLE 5 : 

Analyses de liaison rAalisAes sur des 
cellules COS-7 transfect 6es avec l'ADNc de l'IL-13R 

Les cellules COS-7 transfectees avec l'ADNc 
30 isolA codant pour l'IL-13R lient spAcifiguement l'IL-13 
marqu&e. L' analyse de Scatchard de la courbe de satura- 
tion montre un seul site composant avec une Kd d'une 
valeur de 250±30 pM et une capacite de liaison maximale 
de 5,6.10 s recepteurs/cellule (figure 4a). 

35 L'af finite du r&cepteur recombinant est en 
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bon accord avec la valeur de Kd de 446 pM pour 1 ' IL— 13R 
dans les cellules Caki-1 et pour ce qui a ete d6crit dans 
plusieurs autres cellules (17) . Done, malgr& l'homologie 
de sequence avec la chaine a de 1'IL-5R, le rdeepteur 
5 clone se comporte diff6remment puisqu'll n' a pas besoin 
d'une seconde chaine pour recons tituer un site de liaison 
de haute affinity. 

II est int6ressant de noter que la prot6ine 
liant l'IL-15 recemment decrite possede de la meme fagon 
10 la caracteristique de Her avec une forte affinity l'IL- 
15, en 1* absence des deux autres composants du complexe 
IL-15R (29). 

Dans des experiences de competition, l'IL-13 
est capable d'inhiber la liaison de l'IL-13 marqu6e au 
15 r6cepteur clone, avec une constante d' inhibition (Ki) de 
1,5±0,5 nM, alors que l'IL-4 n'inhibe pas la liaison. La 
pharmacologie du r6cepteur clone est done similaire e 
celle de l'IL-13R present dans les cellules Caki-1.; Des 
experiences de pontage montrent une bande radiomarqude 
20 de 70 kDa. Cette bande a la meme mobilite que celle 
observee dans les cellules Caki ainsi que dans d' autres 
cellules ( 17 ) . Ce complexe correspond tr&s probablement 
St la bande de 60-70 kDa observde en plus de la bande de 
140 kDa de l'IL-4R dans les experiences de pontage 
25 r6alisees avec l’IL-4 marquee. Ceci pourrait aussi 
sugg&rer qu ' il existe une forte interaction entre les 
deux prot6ines dans le complexe recepteur f onctionnel . 

Les auteurs de la presente invention ont done 
verifid si l'IL-13R et l'IL-4R interagissent dans la 
30 membrane cellulaire pour reconstituer un r6cepteur qui 
permet une competition crois6e des deux cytokines. Les 
r6sultats d ' experience de coexpression sont montres dans 
la figure 4,c et d. 

Il apparait clairement que 1' expression des 
35 deux recepteurs soit isolee soit simultanee, r6sulte en 
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un grand nombre de recepteurs qui reconnaissent spdcifi- 
guement 1 ' une ou 1 ' autre des deux cytokines. Toutefois, 
lorsqu'ils sont exprimes ensemble, un petit nombre de 
recepteurs (5 S 10 %) est capable de reconnaitre les deux 
5 cytokines. La cotransfection de la chaine Y c avec l'IL-4R 
et 1 ' IL-13R ne procure pas une augmentation dans le 
nombre de sites de liaison partages. Ces r6sultats 
suggerent que les chaines de l'IL-13R et IL-4R peuvent 
interagir 1 ' une avec 1 ' autre dans la membrane cellulaire 
10 pour reconstituer un r6cepteur pour lequel l'IL-13 et 
1 ' il— 4 peuvent etre en competition. Le faible pourcentage 
de recepteurs reconstitues est un argument en faveur de 
la presence d'une autre proteine en quantites limitantes 
dans les cellules COS, ndcessaire pour la reconstitution 
15 du complexe rfecepteur auquel se lient en competitivite 
l'IL-13 et l'IL-4. 

Les rdsultats obtenus dans les experiences de 
transfection avec la chaine yc demontrent que cette 
proteine n'est pas le facteur limitant qui avait 6t6 sug- 
20 g6r6 auparavant (15). Cette conclusion est aussi suppor- 
tee par 1 ' absence d ' ARN messager de yc dans les cellules 
Caki-1 (21). 

Une autre raison possible pour expliquer le 
faible nombre de recepteurs reconstitues est 1' existence 
25 d'une stoechiometrie incorrecte des deux proteines dans 
la membrane cellulaire. Toutefois, des cotransfections 
utilisant des quantites relatives diff6rentes d'IL-4R et 
d'IL-13R ne montrent pas de difference majeure dans le 
nombre de recepteurs reconstitues. La possibilite qu'il 
30 existe un autre IL-13R avec une plus forte capacite 4 
interagir avec IL-4R, ne peut pas etre exclue. II doit 
etre note que 1' expression de yc ameiiore la liaison de 
l'IL-4 comme cela a ete precedemment decrit (19) mais 
diminue la liaison de l'IL-13, suggerant une interaction 
complexe entre les differentes chaines. 
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EXEMPLE 6 : 

Etude de 1 ' inhibition de la liaison de l'IL- 
5 13 A son rAcepteur membranaire par un rAcepteur sous 

forme soluble. 

On dAcrit les rAsultats en expression transi- 
toire (figure 5) ou sur les lignAes stables (figure 6). 

Les deux sequences d'ADNc, codant pour l'IL— 
10 13R et pour l'IL-13Rs sont insArAes dans le vecteur p7055 

a la place de l’ADNc de l'IL-2 (30). Les plasmides 
resultants sont nommes 2036 et 2034 respectivement . 

1 . Expression transltoire 

Les cellules CHO sont ensemencees en plaques 
15 12 puits A 3.10 5 cellules/puits et transfectAes le 

lendemain par la mAthode DEAE-Dextran comme pour les 
cellules COS, soit avec le plasmide 2036 ou 2034, soit 
avec le plasmide pSEl vide comme temoin. 

Les cellules sont cultivAes pendant trois 
20 jours de fagon A permettre une accumulation de l'IL-13Rs 
dans le surnageant des cellules transfectAes avec le 
plasmide 2034 et une bonne expression de l'IL-13R A la 
membrane des cellules transfectAes avec le plasmide 2036. 

Le surnageant des cellules transfectAes avec 
25 1 ' IL-13RS (2034) ou le tAmoin negatif (pSEI vide) est 

alors preleve et les cellules transfectAes avec 1*XL-13R 
sont utilisAes pour 1' etude de 1' inhibition de la liaison 
de l’IL-13. 

La liaison de l'IL-13 A la surface des CHO 
30 exprimant l’IL-13R (2036) est mesurAe en presence ou non 
de ces surnageant s bruts dilues de moitiA avec le 
radioligand ou en presence d'un exces d'XL-13 non 
radiomarquAe (NSB). La liaison s'effectue sur les 
cellules entiAres dans un volume final de 500 |il avec 300 
pM de radioligand, en triplicata. 
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2 . Lignees stables 

Deux lignees stables de CHO transformees sont 
obtenues par transfection avec les sequences codantes de 
l'IL-13R complet (polypeptide de 380 residus) ou de l'IL- 
5 13R sous forme soluble (IL-13RS, polypeptide tronque, 

correspondant aux residus 1 a 337 de l'IL-13R). Ces se- 
quences sont ins6rees dans le vecteur p 7055. 

Les cellules CHO-DHFR" sont transfectees avec 
les plasmides 2036 (IL-13R) et 2034 (IL613RS) et les 

10 clones recombinants select ionnes comme deer it prece- 
demment ( 30 ) . 

L'un des clones CH0-IL-13R (CHO 2036) 
obtenus , presentant 2 a 5.10 s sites par cellules est 
ensemence en plaque 12 puits a une densite de 10 s 
15 cellules par puits et les cellules sont utilis6es deux 
jours pres pour des experiences de liaison en presence 
ou non d'IL-13Rs. 

Pour cela, les clones CHO— XL— 13Rs (CHO 2034) 
sont ensemences en boites de 6 cm, en triplicata & 5.10 s 
20 cellules par boite. Apres 3 jours d ' accumulation dans le 
milieu de culture, le milieu (5 ml par boite) est preiev6 
pour les etudes d' inhibition de liaison de l'IL-13 sur 
1 • IL-13R du clone CHO 2036. De la meme fagon, le surna- 
geant de cellules CHO n'exprimant pas l'IL-13R soluble 
25 est preieve. 

La liaison de l'IL-13 £ la surface du clone 
CHO 2036-22 est mesuree en presence ou non de ces surna- 
geants bruts dilues de moitie avec le radioligand, ou en 
presence d'un exces d'IL— 13 non radiomarquee (NSB). La 
30 liaison s'effectue en triplicata, sur les cellules entie- 
res, dans un volume de 500 pi avec 300 pM de radioligand. 

Les histogrammes des figures 5 et 6 repre- 
sented 1 ' inhibition de la liaison de l'IL-13 sur l'IL- 
13R par 1 ' IL-13Rs . Une inhibition de la liaison de l’IL- 
35 13 A son recepteur peut s' observer sur plusieurs clones. 


Le clonage de l'IL-13R decrit ici permet 
d'ameliorer la connaissance des facteurs intervenant dans 
les r6ponses specif iquement induites par l'IL-13 par 
rapport: aux reponses Indulges par l'IL-4. II permet en 
outre de disposer d'un outil pour 1* etude de la regula- 
tion de 1’ expression du r6cepteur dans des conditions 
normales et pathologiques ou l'IL-13 joue un rdle cl£. 

Par ailleurs, la disponibilite de l'ADNc 
permet de faciliter le clonage d'autres prot£ines nfeces- 
saires pour la reconstitution d ' un complexe recepteur IL- 
4/IL-13 et est £galement utile pour la fabrication ou la 
modelisation rationnelle de nouveaux medicaments capables 
d'etre des antagonistes specif iques des activites de 
l'IL-4 et de l'IL-13. 
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LISTE DE SEQUENCES 


(1) INFORMATIONS GENERALES: 

(i) DEPOSANT: 

(A) NGM: SANOFI 

(B) RUE: 32 34 RUE MAR8EUF 

(C) VILLE: PARIS 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75374 
(G> TELEPHONE: 53774000 
(H) TELECOPIE: 53774133 

(ii) TITRE DE L' INVENTION: IL-13 recepteur 

(iii) NOMBRE OE SEQUENCES: 2 

(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR OROINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) OROINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEMS D* EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release £1.0, Version £1.30 (OEB) 


(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERIST IQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1298 palres de bases 

(B) TYPE: nucltotlde 

(C) NOMBRE OE BRINS: simple 
(0) CONFIGURATION: linAalre 

(11) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(Iv) ANTI -SENS: NON 

<vi) ORIGINS : 

(A) ORGANISMS: Homo sapiens 

(F) TYPE OE TISSU: Carcinoma 

(G) TYPE DE CELLULE: renal 

(H) LIGNEE CELLULAIRE: Caki-1 

(lx) CARACTERISTIOUE: 

' (A) NOM/CLE: COS 
(8) EMPLACEMENT: 53. .1192 


(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 


GGTGCCTGTC GGCGGGGAGA GAGGCAATAT CAAGGTTTTA AATCTCGGAG AA ATG 

Met 

1 


GOT 

TTC 

GTT 

TGC 

TTG 

GOT 

ATC 

GGA 

TGC 

TTA 

TAT 

ACC 

TTT 

CTG 

ATA 

AGC 

Ala 

Phe 

Val 

Cys 

Leu 

Ala 

lie 

Gly 

Cys 

Leu 

Tyr 

Thr 

Phe 

Leu 

lie 

Ser 




5 





10 





15 



ACA 

ACA 

TTT 

GGC 

TGT 

ACT 

TCA 

TCT 

TCA 

GAC 

ACC 

GAG 

ATA 

AAA 

GTT 

AAC 

Thr 

Thr 

Phe 

Cly 

Cys 

Thr 

Ser 

Ser 

Ser 

Asp 

Thr 

Glu 

lie 

Ly* 

Val 

Asn 
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CCT 

CCT 

CAG 

GAT 

TTT 

GAG 

ATA 

GTG 

GAT 

CCC 

GGA 

TAC 

TTA 

GGT 

TAT 

CTC 

Pro 

Pro 

Gin 

Asp 

Phe 

Glu 

lie 

Val 

Asp 

Pro 

Gly 

Tyr 

Leu 

Gly 

Tyr 

Leu 
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40 





45 





TAT 

TTG 

CAA 

TGG 

CAA 

CCC 

CCA 

CTG 

TCT 

CTG 

GAT 

CAT 

TTT 

AAG 

GAA 

TGC 

Tyr 

Leu 

Gin 

Trp 

Gin 

Pro 

Pro 

Leu 

Ser 

Leu 

Asp 

His 

Phe 

Lys 

Glu 

Cya 

SO 





55 





60 





65 


55 


* 03 


151 


199 


247 
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ACA GTG GAA TAT GAA CTA AAA TAC 
Thr VaL GLu Tyr Glu Leu Lys Tyr 
70 

AAG ACC ATC ATT ACT AAG AAT CTA 
Lys Thr lie lie Thr Lys Asn Leu 
85 

AAC AAG GGC ATT GAA GOG AAG ATA CAC ACG CTT TTA CCA TGG CAA TGC 

Asn Lys GLy He Glu Ala Lys lie His Thr Leu Leu Pro Trp GLn Cys 

too 105 110 

ACA AAT GGA TCA GAA GTT CAA AGT TCC TGG GCA GAA ACT ACT TAT TGG 

Thr Asn GLy Ser Glu Val GLn Ser Ser Trp Ata GLu Thr Thr Tyr Trp 

US 120 125 

ATA TCA CCA CAA GGA ATT CCA GAA ACT AAA GTT CAG GAT ATG GAT TGC 

lie Ser Pro GLn GLy ILe Pro GLu Thr Lys Val GLn Asp Met Asp Cys 

130 135 140 145 

GTA TAT TAC AAT TGG CAA TAT TTA CTC TGT TCT TGG AAA CCT GGC ATA 

VaL Tyr Tyr Asn Trp GLn Tyr Leu Leu Cys Ser Trp Lys Pro GLy ILe 

150 155 160 

got GTA CTT CTT GAT ACC AAT TAC AAC TTG TTT TAC TGG TAT GAG GGC 

GLy VaL Leu Leu Asp Thr Asn Tyr Asn Leu Pha Tyr Trp Tyr GLu GLy 

165 170 175 


CGA AAC ATT GGT AGT GAA ACA TGG 
Arg Asn ILe GLy Ser GLu Thr Trp 
75 80 

CAT TAC AAA GAT GGG TTT GAT CTT 
His Tyr Lys Asp GLy Phe Asp Leu 
90 05 


TTG GAT CAT GCA TTA CAG TGT GTT GAT TAC ATC AAG GCT GAT GGA CAA 
Leu Asp His ALa Leu GLn Cys VaL Asp Tyr ILe Lys ALa Asp GLy GLn 
180 185 190 


AAT ATA GGA TGC AGA TTT CCC TAT TTG GAG GCA TCA GAC TAT AAA GAT 
Asn ILe GLy Cys Arg Phe Pro Tyr Leu GLu ALa Ser Asp Tyr Lys Asp 
1 95 200 205 

TTC TAT ATT TGT GTT AAT GGA TCA TCA GAG AAC AAG CCT ATC AGA TCC 

Phe Tyr ILe Cys VaL Asn GLy Ser Ser GLu Asn Lys Pro ILe Arg Ser 

2,0 21 S 220 225 

AGT TAT TTC ACT TTT CAG CTT CAA AAT ATA GTT AAA CCT TTG CCG CCA 

S«r Tyr Phe Thr Phe Gin Leu Gin A»n lie Val Lys Pro Leu Pro Pro 

230 235 2 AC 


GTC TAT CTT ACT TTT ACT CGG GAG AGT TCA TGT GAA ATT AAG CTG AAA 
Val Tyr Leu Thr Phe Thr Arg GLu Ser Ser Cys Glu He Lys Leu Lys 
245 2S0 255 


TGG AGC ATA CCT TTG GGA CCT ATT CCA GCA AGG TGT TTT GAT TAT GAA 
Trp Ser He Pro Leu Gly Pro He Pro ALa Arg Cys Pha Asp Tyr GLu 
260 265 270 


ATT GAG ATC AGA GAA GAT GAT ACT ACC TTG GTG ACT GCT ACA GTT GAA 
GLu ILa Arg GLu Asp Aep Thr Thr Leu Val Thr ALa Thr Val GLu 
2 -s 280 285 


AAT GAA ACA TAC ACC TTG AAA ACA ACA AAT GAA ACC CGA CAA TTA TGC 
Asn GLu Thr Tyr Thr Leu Lys Thr Thr Asn Glu Thr Arg GLn Lsu Cys 
60C 300 305 


TTT GTA GTA AGA AGC AAA GTG AAT ATT TAT TGC TCA GAT GAC GGA ATT 
Phe Val Val Arg Sar Lys Val Asn ILa Tyr Cys Ser Aep Aep GLy He 


295 


343 


391 


439 


487 


535 


563 


631 


679 


727 


775 


823 


871 


919 


967 


1015 
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TOP AGT GAG TGG AGT GAT AAA CAA TGC TGG GAA GGT GAA GAC CTA TCG 

Trp Ser Glu Trp Sar Asp Lys Gin Cys Trp Glu Gly Glu Asp Leu Sar 

325 330 335 

AAG AAA ACT TTG CTA CGT TTC TGG CTA CCA TTT GGT TTC ATC TTA ATA 

Lys Lys Thr Leu Leu Arg Phe Tpp Leu Pro Phe Gly Phe lie Leu lie 

340 345 350 

TTA GTT ATA TTT GTA ACC GGT CTG CTT TTG CGT AAG CCA AAC ACC TAC 

Lsu Vel He Phe Vel Thr Gly Leu Leu Leu Arg Lys Pro Asn Thr Tyr 

355 360 365 

CCA AAA ATG ATT CCA GAA TTT TTC TGT GAT ACA TGAAGACTTT CCATATCAAG 
Pro Lys Met lie Pro Glu Phe Phe Cys Asp Thr 
370 375 380 

AGACATGGTA TTGACTCAAC AGTTTCCAGT CATGGCCAAA TGTTCAATAT GAGTCTCAAT 
AAACTGAATT TTTCTTGCGA ATGTTG 


(2) INFORMATIONS POUR LA SEO 10 NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 380 acldes anln^s 

(B) TYPE: oci.de a»in* 

(D> CONFIGURATION: iln&aira 

(ii) TYPE OE MOLECULE: protiine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEO 10 NO: 2: 

Met Ala Phe Val Cys Leu Ala lie Gly Cys Leu Tyr Thr Phe Lou Ho 
,5 10 15 

Ser Thr Thr Phe Gly Cys Thr Ser Ser Ser Asp Thr Glu lie Lys Val 
20 25 30 

Asn Pro Pro Gin Asp Phe Glu He Val Asp Pro Gly Tyr Leu Gly Tyr 
35 AO A5 

Leu Tyr Leu Gin Trp Gin Pro Pro Leu Ser Leu Asp His Phe Lys Glu 
50 55 60 

Cys Thr Val Glu Tyr Glu Leu Lys Tyr Arg Asn lie Gly Ser Glu Thr 

65 70 75 80 

Trp Lys Thr He He Thr Lys Asn Leu His Tyr Lys Asp Gly Phe Asp 

85 90 95 

Leu Asn Lys Gly He Glu Ala Lys He His Thr Leu Leu Pro Trp Gin 
tOO 105 11® 

Cys Thr Asn Gly Ser Glu Val Gin Ser Ser Trp Ala Glu Thr Thr Tyr 
115 120 125 


Trp lie Ser Pro 


Gin Gly lie Pro Glu Thr Lys Val Gin Asp Met Asp 


130 135 

Cys Val Tyr Tyr Asn Trp Gin Tyr Leu Leu Cys Ser Trp Lys Pro Gly 

1 60 


145 


150 


155 


l\m Gly Vel Leu Leu Asp Thr Asn Tyr Asn Lsu Phe Tyr Trp Tyr Glu 
165 170 *75 

GLy Leu Asp HI* Ale Leu Gin Cys Val Asp Tyr He Lys Ala Asp Gly 
180 185 ’90 


1063 

1111 

1159 

1212 

1272 

1298 
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Gin Asn lie Gly Cys Arg Phe Pro Tyr Leu Glu Ala Ser Asp Tyr Lys 
195 200 205 

Asp Phe Tyr He Cys Val Asn Gly Ser Ser Glu Asn Lys Pro lie Arg 
210 215 220 

Ser Ser Tyr Phe Thr Phe Gin Leu Gin Asn lie Val Lys Pro Leu Pro 

225 230 235 240 

Pro Val Tyr Leu Thr Phe Thr Arg Glu Ser Ser Cys Glu lie Lys Leu 

245 250 255 

Lys Trp Ser lie Pro Leu Gly Pro lie Pro Ala Arg Cys Phe Asp Tyr 
260 265 270 

Glu lie Glu lie Arg Glu Asp Asp Thr Thr Leu Val Thr Ala Thr Val 
275 280 285 

Glu Asn Glu Thr Tyr Thr Leu Lys Thr Thr Asn Glu Thr Arg Gin Leu 
290 295 200 

Cys Phe Val Val Arg Ser Lys Val Asn lie Tyr Cys Ser Asp Asp Gly 

305 310 315 320 

I\ e T r p Ser Glu Trp Ser Asp Lys Gin Cys Trp Glu Gly Glu Asp Leu 

325 330 335 

Ser Lys Lys Thr Leu Leu Arg Phe Trp Leu Pro Phe Gly Phe lie Leu 
340 345 350 

lie Leu Val lie Phe Val Thr Gly Leu Leu Leu Arg Lys Pro Asn Thr 
355 360 365 

Tyr Pro Lys Met lie Pro Glu Phe Phe Cys Asp Thr 
370 375 380 
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REVINDICATIONS 

1. Polypeptide purl fie, comprenant une 
sequence d ' acldes amines choisie parmi : 

5 a) la sequence SEQ ID n* 2, 

b) toute sequence biologiquement active 
d6riv6e de SEQ ID n ° 2. 

2. Polypeptide selon la revendication 1, 

10 caract6rise en ce qu'il comprend la sequence d'acides 

amines SEQ ID n° 2. 

3. Polypeptide selon la revendication 1, 

caracterisd en ce qu'il s ' agit d'une forme variante du 

15 polypeptide de sequence SEQ ID n°2 dans laquelle les 8 
residus C-terminaux sont substitues par les 6 residus 
suivants : NH 2 -VFCVTL-C00H. 

4. Polypeptide selon la revendication 1, 

20 caracter is6 en ce qu ' il s ' agit d ' une forme soluble 

s ' fetendant jusqu'au r&sidu 343 et pr&f drentiellement 
jusqu'au rdsidu 337. 

5. Sequence d'acides nucl6iques Isolde codant 
25 pour un polypeptide selon 1 ' une quelconque des revendica- 

tions prdcddentes . 

6. Sequence d'acides nucldiques Isolde selon 
la revendication 5, caractdrisee en ce qu'elle est 

30 choisie parmi : 

a) la sequence SEQ ID n° 1, 

b ) les sequences d ' acides nucldiques capables 
de s'hybrider a la sequence SEQ ID n* 1 et codant pour 
un polypeptide ayant une activite de recepteur de 1 1 IL— 
13, 
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c ) les sequences d 1 acides nucltiques dtrivtes 
des sequences a) et b) du fait de la dtgenerescence du 
code genetique. 


7 . Sequence d ' acides nucltiques selon la 
revendication 6, caracttriste en ce qu'elle comprend ou 
est constitute par 1 ' enchaineraent de nucltotides s'tten- 
dant du nucltotide n* 1 jusqu'au nucltotide 1081, et 
prtftrentiellement jusqu'au nucleotide 1063 sur la 
sequence SEQ ID n° 1. 

8. Vecteur de clonage et/ou d' expression 
contenant une sequence d 1 acides nucltiques selon 1 1 une 
quelconque des revendications 5 a 7 . 

9. Vecteur selon la revendication 8, caracte- 
rise en ce qu'il s'agit du plasmide PSE— 1. 

10. Cellule hote transfectte par un vecteur 
selon la revendication 8 ou 9. 

11. Cellule hote transfectte selon la 
revendication 10, caracttriste en ce qu'il s'agit d'une 
cellule de la lignee COS-7 . 

12. Sonde nucltotidique caracttriste en ce 
qu'elle hybride specif iquement avec l'une quelconque des 
sequences selon les revendications 5 a 7 , leurs sequences 
complementaires ou les ARN messagers correspondants . 

13. Sonde selon la revendication 12, 
caracteriste en ce qu'elle coinporte au moins 10 nucleo- 
tides . 


14. Sonde selon la revendication 12 



caracteris&e en ce qu ' elle comprend 1 ' integralite de la 
sequence SEQ ID n* 1 ou de son brin complement a ire. 

15. Sequence antisens capable d'inhiber, au 
moins part iel lenient , la production de polypeptides selon 
l'une quelconque des revendications 1 & 4, caracterisfee 
en ce qu'elle est choisie parmi les sequences constituant 
le cadre de lecture codant pour un polypeptide selon 
l'une quelconque des revendications 1 & 4 au niveau du 
transcript . 


16. Utilisation d'une sequence selon l'une 
quelconque des revendications 5 a 7, pour la realisation 
de sondes nucieotidiques de diagnostic ou de sequences 
antisens utilisables en th&rapie gSnique. 

17. Utilisation d'une sonde selon l'une 
quelconque des revendications 12 a 14, comme outil de 
diagnostic IN VITRO pour la detection, par des experien- 
ces d ' hybridation, des sequences d'acides nucleiques 
codant pour un polypeptide selon 1 ' une quelconque des 
revendications 14 4, dans des echantillons biologiques, 
ou pour la mise en evidence de syntheses aberrantes ou 
d' anomalies genetiques tel les que la perte d 'heterozygo- 
tie ou le rearrangement genetique. 

18. Utilisation d'une sonde selon l'une 
quelconque des revendications 12 a 14, pour la detection 
d' anomalies chromosomiques. 

19. Methode de diagnostic IN VITRO pour la 
detection de syntheses aberrantes ou d' anomalies geneti— 
ques au niveau des sequences d ' acides nucleiques codant 
pour un polypeptide selon l'une quelconque des revendi- 
cations 144, caract§risee en ce qu'elle comprend : 



- la mise en contact d'une sonde nucl6otidi- 
que selon l'une quelconque des revendications 12 a 14 
avec un 6chantillon biologique dans des conditions 
permettant la formation d 1 un complexe d f hybridation 

ladite sonde et la susdite sequence nucl6otidique, 
6ventuellement apres une etape pr&alable d' amplification 
de la susdite sequence nucl6otidique ; 

“ la detection du complexe d f hybridation 
6ventuellement forme ; 

— 6vent uel lement le s&quengage de la sequence 
nucleotidique formant le complexe d 1 hybridation avec la 
sonde de 1' invention. 

20. Utilisation d f une sequence d'acides 
nucl£iques selon 1 ' une quelconque des revendications 5 
& 7 , pour la production d'un polypeptide recombinant 
selon 1 1 une quelconque des revendications 1 a 4 . 

21 . , Methode de production d ' un polypeptide 
recombinant r6cepteur de l'IL-13, caract6ris6e en ce que 
l*on cultive des cellules transfectfees selon la revendi- 
cation 10 ou 11 dans des conditions permettant 1' expres- 
sion d'un polypeptide recombinant de sequence SEQ ID n° 
2 ou d6riv6e, et que l'on r&cupere ledit polypeptide re- 
combinant . 


22. Anticorps mono ou polyclonaux, anticorps 
conjugu6s, ou leur fragments , caracterises en ce qu'ils 
sont capables de reconnaitre specif iquement un polypep- 
tide selon 1 ' une quelconque des revendications 1 A 4 . 

23. Utilisation des anticorps selon la 
revendication precedente, pour la purification ou la 
detection d'un polypeptide selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 4 dans un 6chantillon biologique. 
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24. Procede de diagnostic IN VITRO de 
pathologies corr616es & une expression anormale du 
rdcepteur de 1' IL-13, & partir de prdlevements biologi- 
5 gues susceptibles de contenir le r&cepteur de 1 ' IL-13 
exprim£ a un taux anormal, caract6ris6 en ce que l'on met 
en contact au moins un anticorps selon la revendication 
20 avec ledit prelevement biologique, dans des conditions 
permettant la formation eventuelle de complexes immunolo— 
10 giques spdcifiques entre le r6cepteur de 1' IL-13 et le 
ou lesdits anticorps et en ce que 1 ' on d&tecte les 
complexes immunologiques specif iques eventuel lement 
f ormds . 

15 25. Kit pour le diagnostic IN VITRO d'une 

expression anormale du recepteur de l'IL— 13 dans un 
prfelevement biologique et/ou pour la mesure du taux 
d* expression du rdcepteur de 1’ IL-13 dans ledit pr616ve— 
ment comprenant : 

20 - au moins un anticorps sp6cif ique du rdcep- 

teur de 1' IL-13 selon la revendication 22, 6ventuel lement 
fix6 sur un support, 

- des moyens de rdv&lation de la formation de 
complexes antigenes/anticorps sp&cifiques entre le r6cep— 
25 teur de 1' IL-13 et ledit anticorps et/ou des moyens de 
quantification de ces complexes. 

26. M&thode pour 1 * identification et/ou 
l'isolement de polypeptides selon la revendication 1, ou 
30 d' agents capables de moduler leur activitfe, caract6ris6e 
en ce que 1 ' on met en contact un compose ou un mdlange 
contenant differents composes, eventuellement non- 
identifies, avec des cellules exprimant & leur surface 
un polypeptide selon la revendication 1, dans des condi- 
tions permettant 1 ' interaction entre le polypeptide et 
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ledit compose dans le cas ou celui-ci pos seder ait une 
affinity pour le polypeptide, et en ce que l'on dfetecte 
et/ou isole les composes lies au polypeptide ou ceux 
capables d'en moduler 1' activity biologique. 

27. Ligand ou modulateur d'un polypeptide tel 
que d&fini dans les revendications 1 a 4 susceptible 
d'etre obtenu selon la methode de la revindication 26. 


10 28. Composition pharmaceutique comprenant, S 

titre de principe actif, un polypeptide selon l’une 
quelconque des revendications 1 d 4. 

29. Composition pharmaceutique selon la 
15 revendication pr&cedente, caractdr i sde en ce qu'elle 
comprend un polypeptide selon la revendication 4. 


30. Utilisation d'un polypeptide selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 4, pour le criblage 
20 d' agents capables de moduler 1' activity de l'IL-13R. 


25 


31. Utilisation d'un polypeptide selon l'une 
quelconque des revendications 1 d 4, pour la fabrication 
de produits capables de moduler 1' activity de l'IL-13R. 

32. Utilisation d'un polypeptide selon la 
revendication 4 pour la synthese d'un medicament & effet 
antagoniste de 1 ' IL-13 . 
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1 GGTGCCTGTCGGC GGGGAGAGAGGCAAT AT CAAGGTTTTAAA TCTC GG AGAAATGGCT 

1 MetAla 

TTCGTTTGCTTGGCTATCGGATGCTTATATACCTTTCTGATAAGCACAACATTTGGCTGT 

PheVal CyaLeuAltolleGlyCysLeu TyrTh rPheLe ulleSe rTh rTh rPh eGlyCys 

ACTTCATCTTCAGACACCGAGATAAAAGTTAACCCTCCTCAGGATTTTGAGATAGTGGAT 

ThrSerSerSerAapThrGluIleLyaValAanProProGlnAapPheGluIleValAsp 

CCCGGATACTTAGGTTATCTCTATTTGCAATGGCAACCCCCACTGTCTCTGGATCATTTT 
P roGlyTy rLeuGlyTy r LeuTy rLeuGlnTrpGlnProP roLeuSer LeuAapHi aPhe 

AAGGAATGCACAGTGGAATATGAACTAAAATACCGAAACATTGGTAGTGAAACATGGAAG 

LysGluCyaThrValGluTyrGluLeuLyaTyrArgAanlleGlySerGluThrTrpLys 

ACCATCATTACTAAGAATCTACATTACAAAGATGGGTTTGATCTTAACAAGGGCATTGAA 

Th^H e Il«ThrLysA3nLouHi3TyrI.ysAspGlyPheAspL©uAanLysGlyIloGlu 

GCGAAGATACACACGCTTTTACCATGGCAATGCACAAATGGATCAGAAGTTCAAAGTTCC 
A1 aLy all eH i 3 Th r Leu LeuP roTrpGlnCy aThr AanSlatSP rGlu Va lGln Se rSe r 

TGGGCAGAAACTACTTATTGGATATCACCACAAGGAATTCCAGAAACTAAAGTTCAGGAT 

TrpAlaGluThrThrTyrTrpIleSerProGlnGlylloProGluThrLyaValGlnAap 

ATGGATTGCGTATATTACAATTGGCAATATTTACTCTGTTCTTGGAAACCTGGCATAGGT 

MotAapCyaValTyrTyrAanTxpGlnTyrLouLeuCyaSorTrpLyaProGlylleGly 

GTACTTCTTGATACCAATTACAACTTGTTTTACTGGTATGAGGGCTTGGATCATGCATTA 

ValLeuLeuAapThrAanTyrAanLeuPheTyrTrpTyrGluGlyLeuAapHiaAlaLeu 

CAGTGTGTTGATTACATCAAGGCTGATGGACAAAATATAGGATGCAGATTTCCCTATTTG 

GlnCyaValAapTyrlleLyaAlaAapGlyGlnAanlleGlyCyaArgPheProTyrLeu 

GAGGCATCAGACTATAAAGATTTCTATATTTGTGTTAATGGATCATCAGAGAACAAGCCT 
GluAlaSe rA apTy rLy a AapPheTy r I leCy aValAanGlySp rSorGluAanLy sP ro 

ATCAGATCCAGTTATTTCACTTTTCAGCTTCAAAATATAGTTAAACCTTTGCCGCCAGTC 

ZleArgSerSerTyrPheThrPheGlnLeuGlnAsnlleValLyaProLeuProProVal 

TATCTTACTTTTACTCGGGAGAGTTCATGTGAAATTAAGCTGAAATGGAGCATACCTTTG 

TyrLeuThrPheThrArgGluSerSerCyaGluIleLysLeuLyaTrpSerlloProLeu 

GGACCTATTCCAGCAAGGTGTTTTGATTATGAAATTGAGATCAGAGAAGATGATACTACC 
GlyP ro I leP ro AlaArgCy aPheAa pTy rGluI leGluI leArgGluAapAapThrThr 

TTGGTGACTGCTACAGTTGAAAATGAAACATACACCTTGAAAACAACAAATGAAACCCGA 

LeuValThrAlaThrValGlu AanGluThr TvrThrLeuLvaThrTh rAanGluThr Airg 

CAATTATGCT TT GT AGTAAGAAGCAAAGTGAATATTTATTGCTCAGATGACGGAATTTGG 
GlnLeuCysPheValValArgSerLyaValAsnlleTyrCysSerAapAapGlylleTrp 

AGTGAGTGGAGT GATAAACAAT GCTGGG AAGGTG AAGACCTATCGAAG AAAACTTTGCTA 
SerGluTrpSerAapLyaGlnCyaTrpGluGlyGluAspLeuSerLyaLyaThrLeuLeu 

CGTTTCTGGCTACCATTTGGTTTCATCTTAATATTAGTTATATTTGTAACCGGTCTGCTT 
Ar gPhaTxpLaiuProPhaGlyPha IlaLau II aX^auVal X loPhaValTlirGlyL*uI««u 

TTGCGTAAGCCAAACACCTACCCAAAAATGATTCCAGAATTTTTCTGTGATACATGAAGA 

LraArgLysProAanThrTyrProLysMetlleProGluPhePheCyaAapThr 

CT TT CCAT AT CAAGAG ACATGGTATT GACT CAACAGTTTCCAGT CATGGCCAAATGTTCA 
ATATGAGTCTCAATAAACTGAATTTTTCTTGCGAATGTTG 1298 

FIG. 2a 
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IL13R MAFVCLAIGCLYTFLI STTFGCTSSSDTE I KVNPPQDFE I VDPGYLGYLY 

II I I II I I I I 

IL5R . . MI I VAHVLL I LLGATE I LQADLLPDEKI SLLPP VNFT I KVTG . LAQVL 

• • • • , 

IL13R LQWQPPLSLDHFKECTVEYELKYRNIGSETWKTIITKNLHYKDGFDLNKG 

INI II I I II I I || 

IL5R LQWKPNPDQEQ . RNVNLEYQVKINAPKEDDYETRITES . . . KCVTILHKG 


IL13R IEAKIHTLLPWQCTNGSEVQSSWAETTYWISPQGI PETKVQDME0V 

III I INI I I I I I 

IL5R FSASVRTILQ . . . NDHSLLASSWASAE . LHAPPGSPGTS I VNLT C TTNTT 


IL13R . . YYNWQ YLIJC|S 

I I 

IL5R EDNY SRLRS YQVSLHjCjTWL 


iWKPGIGVLLDTNYNLFYWYEGLDHALQC VDYIK 

II I I I I III 

jVGTDAPEDTQYFLYYRYGSWTE . .ECQEYSK 


IL1 3R AD . GQNIG C RFP . . YLEASDYKDFYICVNGSSENKPIRSSYFTFQLQNIV 

I II I II Mill II III 

IL5R DTLGRNiajgtfFPRTF ILSKGRDWLSVLVNGSSKHSAIRPFDQLFALHAID 


IL13R KPLPPVYLTFTRESSCE I KLKWSI PLGPI PARCFDYE IEIREDDTTLVTA 

ii i i ill him i 

IL5R QINPPLNVTAE IEGT . RLSIQWEKPVSAFPIHCFDYEVKIHNTRNGYLQI 


IL13R TVENETYTLKTTNETRQLCFWRSKVNIYCSDDG 

III I I 

IL5R EKLMTNAF IS I IDDLSKYDVQVRAAVSSMCREAGlil 



KQCWEGEDL 

I I 

. PIYVGNDE 


IL13R SKKTLLRFWLPFGFILILVIFVTGLLLRKPNTYPKMIP EF 

II I II 

IL5R HKPLREWFVIVIMATICFILLILSLICKICHLWIKLFPPIPAPKSNIKDIi 


IL13R FCDT 380 

I I 

IL5R FVTTNYEKAGSSETE IEVICYIEKPGVETLEDSVF 420 
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